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基础 研究 


二 源 性 免疫 球 蛋 日 G 全 分 子 相 互 作用 蛋 昌 质 的 质谱 鉴定 及 其 功 


能 分 析 
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摘要 :目的 鉴定 与 癌 源 性 免疫 球 蛋 白 G(IgG) 全 分 子 相互 作用 的 蛋白 质 ,为 研究 其 生物 功能 提供 重要 的 线索 。 方 法 分 别 用 免 
抗 人 IgG 全 分 子 抗体 和 兔 IgG 在 宫颈 癌 细 胞 系 HeLa 中 进行 免疫 共 沉 淀 ,将 得 到 的 免疫 复合 物 经 电泳 分 离 后 进行 银 染 。 经 比较 
分 析 后 3 条 差异 条 带 切 下 来 做 质谱 鉴定 ,质谱 数据 经 Swiss-Prot 数 据 库 分 析 。 最 后 对 所 得 的 蛋白 质 进行 筛选 和 功能 注释 分 析 。 

结果 最 终 得 到 6 个 可 能 与 癌 源 性 IgG 全 分 子 相互 作用 的 蛋白 质 。 结 论 通过 免疫 共 沉 淀 结合 质谱 分 析 的 方法 最 终 得 到 了 6 个 


可 能 与 癌 源 性 IgG 全 分 子 相 互 作用 的 蛋白 质 , 为 其 功能 研究 提供 了 重要 线索 。 
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Abstract: Objective To identify cancer-derived immunoglobulin G (IgG) whole molecule-interacting proteins to provide 
important clues for studying IgG biological functions. Methods HeLa cell lysate was immunoprecipitated with rabbit 
antihuman IgG whole molecule antibody and normal rabbit IgG. The immunocomplex underwent sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and was detected with silver staining. Three prominently enhanced bands 
were subjected to protein identification with liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), and the MS data 
were analyzed with Swiss-Prot database. Cancer-derived IgG whole molecule-interacting proteins were screened and 
functionally annotated. Results and Conclusion We identified 6 potential cancer-derived IgG whole molecule-interacting 
proteins with co-immunoprecipitation combined with LC-MS/MS, which provides valuable clues for studying the function of 
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cancer-derived IgG. 
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经 典 的 理论 认为 仅仅 了 淋巴 细胞 和 浆 细胞 能 产生 
Ig, 但 这 种 理论 目前 正在 受到 挑战 。 大 量 研究 已 经 证 实 
许多 非 淋 巴 细胞 系 能 够 产生 Ig, 这 些 细胞 包括 瘤 细胞 如 
FURE Zila AUER SLSR Rn” AK 
组 织 瘤 ABP PN Be A?! SLL AE Be 
细胞 "人 和 鼠 的 神经 细胞 “2 及 眼睛 内 的 细胞 所 等 。 
据 报 道人 癌 细 胞 分 泌 的 IgG 能够 促进 肿瘤 细胞 的 生长 
和 存活 中 。 此 外 ,研究 人 员 发 现 各 种 肿瘤 产生 的 IgG 与 
细胞 的 增殖 marker 以 及 肿瘤 的 分 级 密切 相关 "* 。 然 
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而 ,有 关 瘤 源 性 IgG 功能 方面 的 报道 则 相对 较 少 。 本 人 研 
究 则 在 鉴定 癌 细 胞 中 与 1gG 的 相互 作用 的 蛋白 质 并 对 
其 功能 进行 分 析 以 期 对 瘤 源 性 IgG 功能 研究 提供 方向 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

人 富有 颈 癌 细 胞 系 HeLa 巾 汕头 大 学 医学 院 病 理 系 
分 子 病 理 实验 室 提 供 ;DMEM 培 养 基 购 自 美 国 Gibco 公 
司 ; 胎 牛 血清 购 自 上 海 微 科 生化 试剂 有 限 公 司 ;PBS 粉 
HAM IG 购 自 北京 中 杉 金 桥 生 物 技术 有 限 公 司 ; 
0.25% 胰 酶 购 自 美国 Gibco 公 司 ; 青 链 霉 素 购 自 上 海 碍 
云天 生物 技术 有 限 公 司 ;10xPIPA 裂解 缓冲 液 购 自 美国 
Upstate 公司 ; RHEA IgG 全 分 子 抗体 购 自 美国 
Sigma-Aldrich 公 司 ; 耻 Dye 800 CW 羊 抗 鼠 二 抗 购 自 美 
LI-COR 公司 ; Argrose Protein G 购 自 美国 Santa 
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Cruze 公 司 ; 银 染 试剂 包括 乙醇 .乙酸 无 水 乙酸 钢 、 硫 代 
硫酸 钠 、 硝 酸 银 .碳酸 钠 甲醛 EDTANa2.2H;O 购 自 上 
海 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公司 。 
1.2 细胞 培养 

人 宫颈 癌 细 胞 系 HeLa 贴 壁 生 长 于 含 10% 胎 牛 血 
清 .0.03% 工 - 谷 氨 酰胺 及 青 HEBER (45-1 100 000 U/L) 
的 DMEM 高 糖 的 培养 液 中 ,于 37 ,5% CO, 湿 化 培养 
箱 中 培养 , 隔 天 传代 1 次 。 
13 免疫 共 沉淀 

将 HeLa 细 胞 培养 基 去 除 后 ,用 冷 的 PBS 洗 2 次 。 
在 每 个 孔 中 加 500 hl 冷 的 1xRIPA 裂解 液 , 用 细胞 刊 思 
将 以 上 细胞 转移 到 1.5 ml 管 中 。 将 以 上 细胞 裂解 液 在 
垂直 翻转 摇 床 上 ,4 C 旋转 1 ,使 细胞 充分 裂解 。4 %C、 
14 000 r/min 离心 20 min, 将 上 清 转移 到 一 个 新 的 1.5 ml 
管 中 。 在 每 管 中 加 入 5 nl( 即 1 ng) 象 抗 人 IgG 全 分 子 抗 
体 或 相同 质量 的 兔 IgG ,4 旋转 过 夜 。 第 2 天 在 每 管 细 
胞 裂解 液 中 加 入 20 ul Argrose protein G,4 ‘CHEATERS 
1 h 或 过 夜 。4 C3000 r/min 离心 1 min, 去 除 上 清 留 下 沉 
淀 。 用 冷 的 1xRIPA 裂解 液 洗 上 面 的 沉淀 3 次 ,最 后 一 次 
吸 干 上 清 ,加 入 20 ul 2xloading buffer 100 %C 者 5$ min, 
以 上 和 蛋白 样品 可 直接 上 样 做 免疫 印迹 ,也 可 以 冻 
于 -80 %C 冰 箱 以 后 再 上 样 。 
1.4 免疫 印迹 

蛋白 样品 加 入 相应 体积 2xloading buffer 后 ,100 °C 
者 5 min, 经 SDS PAGE 胶 电 泳 分 离 后 ,转移 到 硝酸 纤维 
素 膜 上 。 膜 用 5% BSA 封闭 后 2 后 , 鼠 抗 人 IgG(y 链 特 
异 ) 抗 体 (1:500)4 % 旋 转 孵 育 过 夜 ,第 2 天 早上 室温 孵 
Å IRDye 800 CW 羊 抗 鼠 二 抗 (1:15 000)1 h,TBST 洗 
膜 10 minx3 次 ,Odyssey 远 红外 扫描 仪 扫描 ,分 析 结 果 。 
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1.5 4R# 

银 染 步 又 :(1) 固 定 :40% 乙 醇 10% CHCOOH , 固 
定 30 min; (2) 敏 化 :6.8%CHCOONa 0.2% Na.S.03, 
30% 乙 醇 ,30 min; (3) 漂 洗 : 去 离子 水 漂洗 5 min,3 次 ; 
(4) 银 染 :0.25%AgNO;,20 min; (5) 漂 洗 :去 离子 水 漂洗 
1 min,2 次 ;(6) 显 色 :2.5%NaCO:,0.0148% 甲醛 显 色 ， 
至 蛋白 斑点 清晰 可 见 ;(7) 终 止 :1.46% EDTA, 10 min; 
(8) 漂 洗 :去 离子 水 漂洗 5 min,3 次 。 
1.6 质谱 鉴定 

通过 免疫 共 沉 淀 后 获得 的 对 照 组 和 实验 组 蛋白 样 
品 经 10% SDS PAGE 胶 分 离 后 进行 银 染 ,将 差异 的 条 
带 切 割 后 送 香 港 浸 会 大 学 进行 质谱 鉴定 。 
1.7 有 蛋白质 功能 注释 

将 质谱 鉴定 的 蛋白 质 用 软件 the Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery 
(DAVID, http://david.abcc.ncifcrf.gov/) 进行 功能 注释 
和 分 析 。 


2 结果 
2.1 免疫 共 沉 淀 复合 物 经 电泳 分 离 后 银 数 

分 别 用 免 抗 人 IgG 全 分 子 抗体 和 兔 IgG 在 HeLa 细 
胞 中 进行 免疫 共 沉 淀 ,得 到 的 免疫 复合 物 经 10% SDS 
PAGE 胶 分 离 后 进行 银 染 ,从 图 中 可 以 清晰 的 看 到 3 条 
差异 条 带 , 小 心切 下 条 带 后 送 香港 浸 会 大 学 进行 质谱 鉴 
定 ( 图 1)。 质 谱 数 据 经 Swiss-Prot 数 据 库 分 析 和 筛选 
后 ,最 终 得 到 了 6 个 可 能 与 癌 源 性 IgG 全 分 子 相互 作用 
的 蛋白 质 ( 表 1)。 用 以 上 同样 的 免疫 复合 物 样品 做 免疫 
印迹 ,检测 到 用 抗体 沉淀 得 到 的 癌 源 性 IgG 全 分 子 重 链 
(y 链 )( 图 1B)。 


1 质谱 鉴定 与 癌 源 性 IgG 全 分 子 相互 作用 的 蛋 
白质 

Fig.1 Identification of cancer-derived IgG whole 
molecule-associated proteins. A: Schematic 
illustration of the strategy used to screen 
cancer-derived IgG whole molecule-associated 
proteins; B: Proteins immunoprecipitated with 
rabbit anti-human IgG whole molecule antibody 
or normal rabbit IgG from the total lysates of 
HeLa cells were fractionated with 10% SDS-PAGE 
gel. The gels were either visualized with silver 
staining (upper panel) or blotted with anti-IgG (y 
chain specific) antibodies (lower panel). The 
differential bands (marked a-c) were subjected to 
trypsin digestion and LC-MS/MS analysis. The 
identified proteins were listed along with the 
corresponding bands. 
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表 1 质谱 鉴定 的 潜在 与 癌 源 性 IgG 全 分 子 相 互 作用 蛋白 质 列表 


Tab.1 List of potential cancer-derived IgG whole molecule-interacting proteins identified by LC-MS/MS analysis 


Accession no. Protein name 


gil47678583 Myosin, heavy chain 9 

gil40737482 Complement component 4A 
gil40737329 Complement component 4B 
gil40226145 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 3 
gil4506609 Ribosomal protein L19 

gil46575618 Dermcidin 


Official symbol Mascot score* Queries matched In-gel digestion’ 
MYH9 1183 52 a 
C4A 66 1 b 
C4B 66 1 
ACSL3 39 1 
RPL19 99 3 C 
DCD 56 2 


*: Significance threshold of enumerated proteins was set at P<0.05. #: a-c correspond to those in Fig.1B. 


2.2 癌 源 性 IgG 全 分 子 相互 作用 蛋白 质 功 能 注释 

使 用 DAVID 软件 对 质谱 所 鉴定 的 蛋白 质 进行 功能 
注释 。 结 果 表明 ,这些 蛋白 质 涉及 细胞 形态 发 生 、 细 胞 
迁移 细胞 周期 .免疫 反应 ,脂肪酸 生物 合成 .蛋白 质 生 
物 合成 .细胞 抗菌 作用 ( 表 2)。 对 分 子 功能 分 析 表 明 ， 
MYH9 是 马达 和 蛋白 如 肌 浆 球 和 蛋白 ,C4A 和 C4B 是 血型 


核糖 核 蛋 白 ,DCD 具有 抗菌 功能 ( 表 3)。 由 于 免疫 共 沉 
演 在 细胞 内 进行 ,因此 得 到 的 IgG 可 能 相互 作用 的 蛋白 
质 都 为 胞 内 蛋白 ,有 的 位 于 胞 浆 ( 以 上 6 个 和 蛋白), 有 的 
位 于 胞 核 (MYH9), 其 中 C4A .C4B 和 DCD 也 可 分 泌 到 
胞 外 行使 功能 。DAVID 注释 的 结果 表明 , 癌 源 性 IgG 
全 分 子 相互 作用 和 蛋白质 处 在 细胞 多 个 部 位 ,功能 多 样 ， 


抗原 ,ACSL3 具 有 乙酰 基辅 酶 A 合成 酶 活性 ,RPL19 是 


提示 IgG 可 能 在 细胞 不 同位 置 行使 不 同 功能 。 


表 2 癌 源 性 IgG 全 分 子 相互 作 用 蛋白 质 参与 机 体 生物 过 程 列表 


Tab.2 Biological process annotations of the 6 putative cancer-derived IgG whole molecule-binding 


proteins by DAVID 


Candidate proteins 


Biological process 


MYH9 Cell morphogenesis, Cell migration, Cell cycle process 
C4A, C4B Immunoglobulin mediated immune response 
ACSL3 Fatty acid biosynthetic process 

RPL19 Protein biosynthesis 

DCD Antimicrobial( virus, bacterium, fungus) 


3 癌 源 性 IgG 全 分 子 相互 作用 蛋白 质 分 子 功能 注释 
Tab.3 Molecular function annotations of the 6 putative IgG whole 
molecule-binding proteins by DAVID 


Candidate proteins Molecular function 


MYH9 Motor protein, Myosin 

C4A, C4B Blood group antigen 

ACSL3 Catalytic activity 

RPL19 Ribonucleoprotein, Ribosomal protein 

DCD Antibiotic; Antimicrobial; Fungicide 
3 讨论 


蛋白 质 是 有 机 体 的 主要 组 成 原料 ,是 细胞 功能 的 主 
要 执行 者 ,而 蛋白 质 一 蛋白 质 相 互 作 用 在 生命 活动 中 扮 
演 着 重要 的 角色 。 本 研究 用 免疫 共 沉 演 结 合 质谱 的 方 
法 筛选 了 6 个 可 能 与 癌 源 性 IgG 全 分 子 相互 作用 蛋白 
质 ,并 对 这 些 蛋 白质 进 行 功能 分 析 ,为 阐明 癌 源 性 IgG 


作用 机 制 提供 了 线索 。 

研究 蛋白 质 间 相互 作用 的 方法 有 很 多 种 ,如 酵母 双 
杂交 系统 .GST pull-down FRET 等 。 但 是 酵母 双 杂 交 
系统 并 不 能 反映 癌 源 性 IgG 全 分 子 在 其 靶 细 胞 内 的 真 
实情 况 ,而 只 是 提示 了 瘤 源 性 IgG 全 分 子 和 其 它 蛋 白质 
在 结构 上 相互 作用 的 可 能 性 , 假 阳 性 率 较 高 。GST 
pull-down 为 体外 系统 。FRET 虽 在 细胞 内 进行 ,但 所 研 
究 的 两 种 蛋白 均 处 于 高 表达 状态 ,也 不 能 代表 体内 的 真 
实情 况 。 因 此 ,本 研究 选取 了 免疫 共 沉 演技 术 ,在 宫 绒 
瘤 细 胞 系 HeLa 中 ,以 较 柔 和 的 方式 裂解 后 ,直接 使 用 免 
抗 人 IgG 全 分 子 抗体 下 拉 细 胞 内 源 性 IgG 全 分 子 及 其 
相互 作用 蛋白质。 这 种 方法 较真 实 的 反映 了 IgG 在 细 
胞 内 的 情况 。 用 免疫 共 沉 淀 的 方法 秘 选 相互 作用 和 恒 白 
质 对 抗体 的 质量 和 抗原 蛋白 的 含量 要 求 较 高 , 较 高 的 抗 
体 特异 性 和 抗原 蛋白 浓度 能 够 提高 信 噪 比 , 是 保证 得 选 
顺利 进行 的 条 件 。 免 疫 共 沉 演 产 物 经 电泳 分 离 . 银 染 
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下 并 进行 质谱 鉴定 。 由 于 下 拉 产 物 只 用 一 维 电 泳 分 离 ， 
一 条 条 带 中 应 含有 多 种 蛋白 ,因此 ,本 研究 选择 了 高 压 
液 相 色谱 与 质谱 联 用 的 技术 ,将 蛋白酶 解 后 的 肽 段 混合 
物 先 以 高 压 液 相 色谱 分 离 , 再 以 质谱 鉴定 。 因 质谱 鉴定 
结果 包含 了 大 量 宛 余 信息 ,本 人 研究 对 结果 进行 了 整理 。 
在 整理 分 析 过 程 中 ,有 3 种 蛋白 被 去 除 :(1) 角 和 蛋白;(2) 
在 对 照 组 和 实验 组 中 都 存在 的 和 蛋白质; (3) 分 子 量 与 胶 
上 切割 条 带 相 对 分 子 质量 不 相符 的 蛋白 质 。 

在 6 个 与 癌 源 性 IgG 全 分 子 可 能 相互 作用 的 蛋白 
质 中 , 非 肌 型 肌 球 重 白 重 链 (MYH9) 属 于 肌 动 重 白骨 架 
系统 ,参与 细胞 的 一 些 重要 功能 ,包括 胞 质 分 询 \ 细 胞 运 
动 (如 迁移 .侵袭 等 ) 和 维持 细胞 形态 ,可 直接 介 导 细胞 
突 触 的 形成 和。 最 新 研究 表明 , 癌 源 性 IgG 参与 肿瘤 细 
胞 侵袭 。Niu 等 55 用 抗体 封闭 细胞 或 用 IGHG1 siRNA 
下 调 内 源 性 IgG 表达 后 ,直肠 癌 细 胞 侵袭 明显 受到 抑 
制 ,提示 IgG 能 促进 结 直肠 癌 细 胞 的 侵袭。 癌 源 性 IgG 
全 分 子 与 MYH9 的 相互 作用 表明 其 可 能 通过 调控 细胞 
骨架 系统 而 促进 肿瘤 细胞 的 侵袭 。 补 体 C4A 具 有 弱 的 
过 敏 毒素 作用 ,而 补体 C4B 除 主要 参与 经 典 激 活 途径 中 
C3 转 化 酶 (C4b2a) 和 C5 转 化 酶 (C4b2a3b) 的 形成 进 一 
步 介 导 补 体 后 续 成 分 的 级 联 反应 外 ,还 能 促进 吞噬 . 调 
节 补 体 活化 .防止 免疫 复合 物 沉积 中 和 病毒 .免疫 识别 
及 维持 自身 稳定 等 “。 癌 源 性 IgG 全 分 子 与 以 上 两 个 
和 蛋白质 相互 作用 表明 其 与 Ig 介 导 的 免疫 反应 密切 相关 ， 
我 们 推测 IgG 可 能 通过 激活 细胞 的 补体 系统 或 天 然 免 
疫 通路 如 Tol 样 受 体 信号 通路 参与 免疫 反应 。 乙 酰 畏 
酶 A 合成 酶 长 链 家 族 成 员 3(ACSL3) 作 为 长 链 脂 酰 辅 
酶 A 合成 酶 家 族 的 成 员 , 在 细胞 内 的 主要 生理 功能 是 调 
节 细 胞 内 脂 质 代谢 , 众 化 长 链 脂肪 酸 激 活 的 第 一 步 *。 
细胞 膜 脂 质 的 组 成 和 新 陈 代谢 调节 的 改变 与 包括 癌症 
在 内 的 许多 疾病 有 关 。 研 究 表明 ,长 时 间 抑 制 ACSL3 
表达 会 对 细胞 产生 毒性 办。 通过 RNA FEAR F 
肝 细 胞 中 ACSL3 基因 的 表达 ,导致 很 多 与 脂肪 生成 相 
关 转 录 因子 报告 基因 活性 的 降低 ,如 过 氧化 物 酶 体 增殖 
激活 受 体 y、 糖 类 反应 元 件 结 合 蛋 白 \ 固 醇 调节 元 件 结合 
蛋白 -1C 等 臣 。 癌 源 性 IgG 全 分 子 与 ACSL3 相互 作用 
表明 其 可 能 通过 调控 细胞 的 脂肪 酸 代谢 而 参与 癌症 的 
发 生 和 发 展 。60S 核糖 体 蛋 白 L19(RPL19) 是 一 类 重要 
的 蛋白 质 , 参 与 细胞 内 和 蛋白质 的 生物 合成 和 大 分 子 的 代 
谢 221。 最 新 研究 表明 ,RPL19 能 够 促进 前 列 腺 癌 细 胞 
的 恶性 表 型 中 。 瘤 源 性 IgG 全 分 子 与 RPL19 的 相互 作 
用 表明 IgG 或 许 通 过 调控 与 代谢 相关 蛋白质 或 核糖 体 
蛋白 并 激活 增殖 信号 通路 促进 癌 细 胞 生长 和 增殖 。 事 
实 上 ,已 有 报道 指出 癌 源 性 IgG 能 够 促进 细胞 存活 和 生 
长 " 。 我们 最 新 研究 表明 癌 源 性 IgG 可 通过 诱导 产生 


蛋白 (DCD ) 是 一 种 具有 抗菌 活性 的 肽 类 物质 。 它 是 宿 
主 产生 的 抵抗 外 界 病原 体感 染 的 小 分 子 阳 离子 肽 汪 ” ， 
具有 非特 异性 抗 细菌 真菌 ,病毒 等 病原 体 作 用 *”Y, 是 
机 体 非特 异性 免疫 的 重要 组 成 部 分 。DCD 作 为 一 种 抗 
菌 肽 与 传统 抗生素 作用 机 制 不 同 ,不 会 导致 抗 药 菌株 的 
产生 ,因此 有 希望 开发 成 一 种 新 型 多 肽 抗生素 。 据 报道 ， 
DCD 可 与 经 典 的 成 熟 B 淋 巴 细胞 和 浆 细 胞 产生 的 IgG 
相互 作用 ”™"。 癌 源 性 IgG 全 分 子 与 DCD 相 互 作用 表明 
IgG 或 许 通过 DCD 抵 抗 细菌 等 微生物 对 细胞 的 入侵 。 

综 上 所 述 ,我 们 通过 免疫 共 沉 淀 与 质谱 联 用 得 到 了 
6 个 与 癌 源 性 IgG 全 分 子 潜在 相互 作用 的 蛋白 质 ,这 些 
蛋白 质 参与 细胞 多 种 生物 过 程 ,预示 着 癌 源 性 IgG 可 能 
在 细胞 中 扮演 着 多 种 重要 角色 ,也 为 进一步 研究 其 功能 
指明 了 方向 。 进 一 步 的 证 实 癌 源 性 IgG 全 分 子 与 以 上 
蛋白 质 的 相互 作用 还 需 用 以 上 蛋白质 的 抗体 重新 进行 
独立 的 免疫 共 沉淀 再 次 验证 。 
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